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La present e invention a pour objet un procede de separation des 
proteines du lactoserum acide au moyen de resines echangeuses d'ions. 

II est connu, par la demande de brevet francais n° 75.26530 du 28.8-75, 
que les proteines du lactoserum peuvent etre separees par mise en contact 
du lactoserum avec des resines echangeuses d f anions. 

En outre, on salt par la demande de certificat d'addition n° 76.22985 
du 28.7.76, que la mise en contact du lactoserum avec une resine echangeuse 
de cations permet de sdparer les immunoglobulines, les autres proteines 
restant en solution. 

Cependant, ces separations sont tou jours effectu€es sur du lactoserum 
doux, c'est-a-dire dont le pH est voisin de 7. Dans le cas des lactoserums 
acides, c'est-a-dire dont le pH est voisin de 4,6, il est n£cessaire, pour 
effectuer la separation des proteines suivant les proc£des deer its, de 
modifier le pH par addition d'une solution alcaline, puis de filtrer pour 
s Sparer les sels formes ; operations qui sont tou jours nuisibles aux proteines. 

Inconv6nients que ne presente pas le procede de 1 T in vent ion. 

Le procede de separation des proteines, selon 1" invention, consiste 
a met t re en contact du lactoserum avec une resine echangeuse de cations forme e 
d'un support mineral poreux ayant une granulometrie comprise entre 4 /im et 
5 mm, une surface specif! que de l'ordre de 5 a 150 m2/g, un diametre de pores 

o 

de 500 a 25O0 A et un volume poreux de 0,4 a 2 ml/g, reVetu d'une quantity 
inf erieure a 15 mg/m2 d'un film de polymere reticule contenant ou port ant des 
groupements echangeurs de cations -SO^H ou -CO0H et pos sedan t une ca pa cite 
d'e change inf erieure a 2 meq./g, a adsorber les proteines, puis a les eiuer 
et est caracterise en ce que le lactoserum mis en oeuvre est acide et en ce 
que toutes les proteines sont separees. 

Par lactoserums acides on entend' les sous-produits de la fabrication 
de la caseine et de la fabrication des fromages a pate fraiche ou a pate 
molle, caracterises par un pH inf drieur a 5,5, une teneur en sels miner aux 
relativement eiev£e et une teneur en proteines : lactalbumines, serumalbimri ne, 
lactoglobullnes, immunoglobulines, generalement comprise entre 5 et 7 g/1 ; 
ainsl que les permeats d 1 ultrafiltration, lactoserums ayant deja subi une 
deproteination par ultrafiltration, caracterises par un pH inferieur a 5,5, 
une teneur en mat teres grasses tres faible, et une teneur en proteines 
infer ieure ou egale a 0,6 g/1. 

Comme support mineral poreux, on met en oeuvre des oxydes metalliques, 
tels que : oxyde de titane ou alumines, et plus particulierement des silicas 

Les polymeres reticules qui revetent la surface du support sont des 
produits en eux-memes connus, obtenus a partir de monomeres, tels que le 
formaldehyde qui reticule par polycondensation avec les phenols ; les monome- 
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res vinyliques, come par exemple le styrene et ses derives, les acides 
acrylique, methacrylique, vinylben Z o-iq„e, qui reticulent avec des monomeres 
poiyfonctionnels comme les diacrylates ou dimethacrylates de mono- ou 
poly-alky Uneglycols, le divinylbensene, les vinyltrialcoxysi lanes, les vinyl- 
trihalogenosilanes, le bis-methylene acrylamide, en presence d'un initiateur 
ou de rayons ultraviolets. 

Le revetement du support mineral par le polymere reticule est obtenu 
par impregnation d„ support avec une solution du ou des monomeres et eventuel- 
lement de 1 'initiateur dans un solvant qui est ensuite evapore et les monomeres 
reticules selon les precedes connus. Dn procede particuliferement adapt* au 
revetement de supports a et6 dfcrit dans la demande de brevet francais 
n° 76.22985 du 28.7.76. 

La mise en contact du lactoserum avec la resine echangeuse de cations 
se fait sans modification du pH du lactoserum acide, et generalement a un 
P H inferieur a 5,5 et a une temperature comprise entre 0 et 60»C. 

La quantite de resine echangeuse de cations a mettre en oeuvre est de ■ 
l'ordre de 5 a 20 g/g de prolines a separer. Apres mise en contact, les prol- 
ines sont adsorbees sur la resine echangeuse de cations et la solution restant 
est totalement deproteinee. Cette solution pent %tre valorisee par application 
de traitements classiques, tels que : cristallisation du lactose, fermentations 
de levures ou de champignons filamenteux, etc... 

La separation des proteines adsortees de la resine echangeuse de 
cations est obtenue par elution avec soit une solution de force ionique 
elevee, soit une solution de pH basique, comme par exemple une solution 
d'hydroxydes alcalins, tels que ammoniaque, sonde ou potaese. Des elutions 
successives d'une m%me resine avec des solutions basiques, mais de concen- 
trations differences peuvent permettre d'obtenir la separation de deux pro- 
lines ou des proteines et d'impuretfis adsorbees sur la meme resine. 

La separation des proteines du lactoserum peut etre effectuee avec 
des resultats identiques en discontinu, en semi-continu en colonne, ou en 
continu avec des series de colonnes. Les operations en continu sont parti- 
culierement adaptees aux realisations industrielles, les resines echangeuses 
de cations permettant un remplissage facile des colonnes, un grand dibit 
et une facilite dilution. 

Les solutions de proteines obtenues ne contiennent plus que des traces 
de matiferes grasses, de lactose et de sels mineraux. Biles peuvent etre uti- 
lises telles quelles, ou bien les proteines peuvent etre sechees par toutes 
techniques connues et plus particuliferement par atomisation ou par lyophi- 
lisation. 

Les proteines sechees se prSsentent sous forme de poudres blanches 
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ou tres faiblement colorees, de purete eiev£e. Elles ne sont pas denaturees. 

Le procede de l 1 invention peut etre mis en oeuvre dans les fromageries 
pour la preparation de proteines, particulierement aptes a etre utilis£es 
dans les industries alimentaire, di6t£tique, phartnaceutique et veterinaire. 

On donne, ci-apres, a titre indicatif et non limitatif , des exemples 
de realisation de l 1 invention. 
Exemple 1 

Dans une colonne de 2,5 cm de diametre, sont places 10 g d'une resine 
echangeuse de cations, constitute d'une silice ayant une granulometrie de 
100 a 200 /m, une surface specif ique de 37 m2/g, un diametre poreux moyen 

o 

de 1200 A et un volume poreux de 0,95 ml/g, revetue de 2,8 mg/m2 d'un copo- 
lymer e styrene-vinyltriethoxysilaue portant des groupenents f onctionnels 
-SO^H et pr£sentant les caracteristiques suivantes : 

- taux de carbone 4 % 

- taux de soufre 1,4 % 

- capacity d'echange 0,43 meq./g 

La resine est lav€e successivement par passage de 100 ml d'acide chlorhy- 
drique 0,1 H en une heure, puis de 200 ml d'eau en 2 heures. 

200 ml de lactose*rum acide,dont le pH est de 4,6 et la teneur en pro- 
lines de 5,2 g/l f sont percoles a temperature ambiante dans la colonne, a 
raison de 10O ml/h, puis la resine est lavte par passage de 100 ml d'eau. 

Les solutions sortant de la colonne contiennent les matieres grasses, 
le lactose et les sels min€raux presents dans la solution de depart et ne 
contiennent plus de proteines. 

Les proteines adsorb£es sur la resine : o^-lactalbumines, ^ -lactoglo- 
bulines, serumalbumine, immunoglobu lines , sont eiuees par percolation de 
35 ml d'une solution d 1 ammoniaque N/10. Apres concentration sous vide et 
s£chage par lyophilisation, on obtient 1,2 g d'une poudre blanche qui con- 
tient 88 % de proteines. 

La migration eiectrophoretique des proteines est identique a. celle 
qu' elles avaient dans le lactoserum. Elles ne sont done pas d£natur£es. 

On constate que la resine mise en oeuvre presente une capacite d 1 ad- 
sorption de 104 mg/g et que I'eiution est pratiquement quantitative. 
Exemple 2 

On repete 1' exemple 1, avec 500 ml du meme lactoserum, au lieu de 

200 ml. 

Les solutions sortant de la colonne contiennent les matieres grasses, 
le lactose et les sels mineraux presents dans la solution de depart, ainsi 
qu'une partie des proteines non fixees a cause de la saturation de la 
colonne. 
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Les prolines adsorb.es sent eluees par 47 ml d'une solution d'am- 
aonxaque H/10. Apres concentration et sechage, on obtieotl.8 g dW pole 
blanche contenant 93 % de prolines non denaturees. 

La resine a une capacite d 'adsorption a saturation de 167 mg/g 
Par comparison avec 1'exemple 1, on constate que Lon peut travail- 

V°" SatUratl<m ^ U ^ Sine °» * ; dans ce cas, les prolines 

non a soroees peuvent etre separees par passage sur une autre colonne 
fcxemple 3 

Dans une colonne identique a celle de 1'exemple 1 et contenant 10 g 
de la D1 , me resine lavee, on percole, a raison de 250 ml/h, i lt tre de lacto- 
serum prealablement deproteine par ultrafiltration, dont le pH est de 5 3 

et la teneur en protdines de 0 5 a7i , . * 

de 100 ml d'eau. 6nSUite U ** 

Les solutions sortant de la colonne contiennent le lactose et les sels 
-neraux presents dans la solution de depart et ne contiennent plus de pro- 
teges. On obtient done un permeat totalement deproteine. utilisable 

L« prolines adsorbees sur la resine sent eluees par percolation 
de 30 . a.nonia.ue N/10. Apres concentration sous vide et sechage, on ob- 

20 turees 8 d ' UnB P °° de * blanChe ' C ° Dtlent 90 % 46 Pr ° tfiineS — 
Exemple 4 

Dans une colonne de 2 jjL cm de diametre, ant places 10 d'une resine 
echangeuse de cations C£)nstitu , e d , une ^ ^ ^ ^ 

25 Lo?"" 1,116 SUrfaCe Sp6CifiqUe de 30 - «-»tr. poreux moyen de 

25 1050 A et un -volume por.ux de 1,02 ml/g, revetue de 7 mg/m* d'un copolymer 

acide aery lique-dimethacry late de diethylfeneglycol. 

La resine contient des groupments fonctionnels -COOH et possede une 

capacite d'echange de 0,4 meq./g. 

La resine est ^lavee par passage de 100 ml d'acide chlorhydrique 0,1 N 
30 en une heure, puis de 200 ml d'eau en deux heures. 

100 ml de lactoserum acide, dont le pH est de 4,9 et la teneur en 

LIT de 5 '' 8/l ' S0Dt PerC ° leS ^ COl ° aae M ™ temperature 

ambxante, puxs la resine est lavee par passage de 100 ml d'eau distillee 

35 le 1 t L6S S °T i0nS SOrtaDt ^ U C ° l0nne * 1- -tite.. grasses, 

35 le lactose et les sels mineraux presents dans la solution de depart et ne 

contiennent plus de prolines. 

Les prolines adsorbees sur la resine sent eluees par percolation de 

35 ml d une solution d'ammoniaque N/10. Apres concentration sous vide et se- 

4 0 Ti\r i :; phiiisation ' ° n bbt ^ °.< » qui ^nt 

40 92 /.ode proteines non denaturees. 

La capacite d'adsorption de la resine est de 55 mg/g. 
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RE VESICATIONS 

1° Proc€d€ de separation des prolines du lactoserum, qui consiste 
a mettre en contact du lactoserum avec une resine £changeuse de cations 
fortune d'un support mineral poreux ayant une granuloma trie comprise entre 
4 yum et 5 mm, une surface specif ique de l'ordre de 5 a 150 m2/g, un diametre 
de pores de 500 a 2500 A, et un volume poreux de 0,4 a 2 ml/g, revetu d'une 
quantity infer ieure a 15 mg/m2 d'un film de polymer e r&ticule* contenant ou por- 
tant des groupements €changeurs de cations -SO^H ou -C00H et possedant une 
capacity d'Schange inferieure a 2 meq./g, a adsorber les prolines, puis a 
les eluer et est caract£ris£ en ce que le lactoserum mis en oeuvre est acide 
et en ce que toutes les prot€ines sonr. s£par€es. 

2° Proc6de" selon la revendication 1, caract€ris£ en ce que le lacto- 
s^rum est un sous-produit de la fabrication de fromages ou de la casdine, 
qui possede un pH inffirieur a 5,5, une teneur en sels mineraux relativement 
61ev£e et une teneur en prot€ines comprise entre 5 et 7 grammes par litre. 

3° Procfide* selon la revendication 1, caract£ris£ en ce que le lac to- 
serum est un permeat d r ultrafiltration qui possede un pH inferieur a 5,5j 
une teneur en mat i ere s grasses tres faible et une teneur en prot€ines 
inferieure ou £gale a 0,6 gramme par litre. 

4° Proc€d€ selon la revendication 1, caracterise* en ce que la mise 
en contact du lactoserum et de la resine £changeuse de cations est ef fectu&e 
a un pH inf€rieur a 5,5 et h une temperature comprise entre 0 et 60°C. 

5° Brocade* selon la revendication 1, caracterise en ce que la quantity 
de resine €changeuse de cations a mettre en oeuvre est de 5 a 20 grammes 
par gramme de prot€ine a s sparer. 

6° Froced€ selon la revendication 1, caracterise* en ce que les pro twines 
adsorb£es sont s€par£es de la r€sine echangeuse de cations par €lution avec 
soit une solution de force ionique €leve*e, soit une solution de pH basique. 

7° Proc€d€ selon la revendication 1, caracterise* en ce que les prolines 
en solution obtenues, sont sech£es par atomisation ou lyophilisation. 



